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RESUMO GERAL 

 

As abelhas são consideradas eficientes agentes polinizadores, e devido a sua característica 

generalista na busca de recursos alimentares disponibilizados pelas plantas, ficam sujeitas a 

situações desfavoráveis encontradas no ambiente, como os agrotóxicos. Dentre eles, o herbicida 

glifosato tem seu uso autorizado na maioria das culturas, sendo o mais comercializado 

nacionalmente. Diante disso, objetivou-se com o presente estudo, avaliar a toxicidade do 

glifosato a partir de alterações no perfil de expressão gênica de abelhas Apis mellifera 

africanizadas campeiras por meio de teste de ingestão. Para isso, abelhas recém-emergidas de 

nove colônias foram marcadas na região do pronoto e devolvidas às suas respectivas colônias; 

após 21 dias, 180 abelhas no total foram coletadas das colônias experimentais. Para os testes de 

ingestão, estas abelhas foram acondicionadas em placas Petri perfuradas, onde se mantiveram 

em jejum por 3 horas, totalizando seis repetições com cinco abelhas cada, sendo fornecido então 

o xarope de mel contendo ou não a dose letal (273,93 µg/abelha) e subletal do glifosato (2,73 

µg/abelha). Após 1 e 4 horas de exposição, 15 abelhas foram coletadas aleatoriamente para as 

análises do transcriptoma do tecido cerebral. O RNA total de cada tratamento foi extraído pelo 

método de Trizol. Os genes diferencialmente expressos (DEGs) que apresentaram significância 

estatística foram considerados quando p-valor ajustado para múltiplas comparações < 0,05 e 

|log 2  𝐹𝐶| ≥ 2. Após a exposição das abelhas ao alimento contendo glifosato, 691 genes foram 

diferencialmente expressos após uma hora, sendo 404 genes para a dose letal e 538 genes para 

a dose subletal, com 251 genes expressos em comum para ambas as doses do herbicida. Após 

quatro horas de exposição das abelhas, foram diferencialmente expressos 499 genes para a dose 

letal e 483 genes para a dose subletal, totalizando 784 genes diferencialmente expressos, sendo 

198 genes expressos para ambas as doses. Observou-se que, independente da dose utilizada, o 

herbicida glifosato promoveu alterações na expressão de genes relacionados a importantes vias 

do sistema nervoso das abelhas na fase de campeiras após uma hora de exposição. Após quatro 

horas de exposição, observou-se mudanças na expressão de genes relacionados a processos 

metabólicos e também a organelas intracelulares. Pode-se concluir que o herbicida glifosato 

afeta a expressão gênica de abelhas campeiras expostas de forma aguda, podendo interferir na 

sua microbiota intestinal, imunidade, sistema cognitivo e, consequentemente, no 

desenvolvimento da colônia. 

 

Palavras-chave: agrotóxicos; apicultura; expressão gênica; herbicida.  
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ABSTRACT 

 

Bees are considered efficient pollinating agents, and due to their generalist characteristic in the 

search for food resources made available by plants, they are subject to unfavorable situations 

found in the environment, such as pesticides. Among them, the herbicide glyphosate has its use 

authorized in most crops, being the most commercialized nationally. Therefore, the objective 

of the present study was to evaluate the toxicity of glyphosate from changes in the gene 

expression profile of Africanized field bees Apis mellifera by means of an ingestion test. For 

that purpose, newly emerged bees from nine colonies were marked in the pronotum region and 

returned to their respective colonies; after 21 days, a total of 180 bees were collected from the 

experimental colonies. For the ingestion tests, these bees were placed in perforated Petri dishes, 

where they were maintained fasting for 3 hours, totaling six repetitions with five bees each, and 

then the honey syrup was supplied with or without the lethal dose (273, 93 µg/bee) and sublethal 

glyphosate (2,73 µg/bee). After 1 and 4 hours of exposure, 15 bees were randomly collected for 

brain tissue transcriptome analysis. Total RNA from each treatment was extracted by the Trizol 

method. The differentially expressed genes (DEGs) that showed statistical significance were 

considered when p-value adjusted for multiple comparisons < 0,05 and |log 2  𝐹𝐶| ≥ 2. After 

exposure of the bees to the food containing glyphosate, 691 genes were differentially expressed 

after one hour, 404 genes for the lethal dose and 538 genes for the sublethal dose, with 251 

genes expressed in common for both doses of the herbicide. After four hours of exposure of the 

bees, 499 genes were differentially expressed for the lethal dose and 483 genes for the sublethal 

dose, totaling 784 differentially expressed genes, with 198 genes expressed for both doses. It 

was observed that, regardless of the dose used, the herbicide glyphosate promoted changes in 

the expression of genes related to important pathways in the nervous system of bees in the 

forager stage after one hour of exposure. After four hours of exposure, changes were observed 

in the expression of genes related to metabolic processes and also to intracellular organelles. It 

can be concluded that the herbicide glyphosate affects the gene expression of acutely exposed 

forager bees, which may interfere with their intestinal microbiota, immunity, cognitive system 

and, consequently, the development of the colony. 

 

Keywords:  pesticide; beekeeping; gene expression; herbicide.
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4. Discussão 

 

As abelhas operárias, a partir do vigésimo primeiro dia de vida assumem o papel de 

campeiras, dedicando-se exclusivamente à coleta de alimentos e produtos do campo para a 

colmeia (KILANI, 1999). Nesse período, o aprendizado de estímulos visuais e olfativos 

relacionados a fontes de alimentos e rotas de navegação se tornam fundamentais, refletindo em 

mudanças cerebrais (REINHARD e CLAUDIANOS, 2012). O sucesso da atividade de 

forrageamento é dependente desses processos de aprendizagem e memória desenvolvidos 

durante experiências vivenciadas por esses insetos, que ocorre normalmente ao visitar flores 

que oferecem néctar como recompensa (FARINA et al., 2019; TAN et al., 2022).  

No presente estudo, observou-se que o glifosato modulou a expressão de genes tanto em 

1 hora quanto em 4 horas após exposição, independente da dose utilizada do herbicida. Esses 

resultados demonstram a importância da realização de estudos utilizando doses subletais, as 

quais podem afetar o desenvolvimento larval e sua expressão gênica (VÁZQUEZ et al., 2018; 

VÁZQUEZ et al., 2020b). Os efeitos de concentrações subletais em abelhas demonstram 

também que estas tiveram a capacidade intelectiva prejudicada, dificultando o seu retorno à 

colmeia, tendo a sensibilidade diminuída ao néctar e baixo desempenho de aprendizagem 

(HERBERT et al., 2014; BALBUENA et al., 2015). Além disso, estudos com outros 

agrotóxicos, como o fipronil, também utilizaram doses subletais e demonstraram efeitos 

prejudiciais às abelhas, desde seu desenvolvimento até a manutenção da colônia (ZALUSKI et 

al., 2015). 

Este efeito prejudicial do glifosato pode ser reforçado pelo consumo semelhante do 

alimento pelas abelhas dos tratamentos, sugerindo que as concentrações utilizadas do herbicida 

não afetaram o seu consumo. A ausência do efeito no consumo de alimentos foi relatada 

anteriormente em abelhas expostas a diferentes concentrações (0,21 e 1,08 g/kg; 0,1 µg/L), 

sugerindo que o glifosato não apresenta efeito no paladar ou odor do alimento (BLOT et al., 

2019; ALMASRI et al., 2021), podendo até promover aumento no consumo pelas abelhas na 

concentração 10 ppb (LIAO et al., 2017). 

Analisando-se a exposição das abelhas ao herbicida após o período de uma hora, para 

ambas as doses, observaram-se mudanças significativas na expressão de genes relacionados a 

importantes vias do sistema nervoso, incluindo alterações de neurotransmissores, receptores, 

sinapses, complexo de íons e componentes de membrana.  

Os genes OBP4 e OBP15 estão relacionados a família de genes da proteína de ligação 

ao odor e, além disso, desempenham função cognitiva nas abelhas (DENG et al., 2013; ZHAO 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1382668921002106?casa_token=OntFqnYKnWgAAAAA:u09A6Xqlor-QO0AIg_kfLHb_fYn6LQpwuqO3ajpSfgTtAaarj4UgvnV4gQzzjueKiFWU-AFzAg#bib22
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1382668921002106?casa_token=OntFqnYKnWgAAAAA:u09A6Xqlor-QO0AIg_kfLHb_fYn6LQpwuqO3ajpSfgTtAaarj4UgvnV4gQzzjueKiFWU-AFzAg#bib61
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et al., 2020). O aumento em sua expressão após 1 e 4 horas de exposição ao glifosato, 

respectivamente, sugere que o herbicida alterou a sensibilidade do sistema olfativo e, com isso, 

a atividade de forrageamento também pode ser afetada, visto que as abelhas necessitam de 

aprendizagem e memória para navegação e identificação de recursos alimentares; desta forma, 

o aumento na expressão destes genes poderia ser uma tentativa de compensação do organismo 

das abelhas para restabelecer o funcionamento desses receptores olfativos. Diferentemente 

desses resultados, abelhas expostas a formulação comercial de glifosato apresentaram 

expressão de genes OBP infrareguladas, como OBP3, OBP9 e OBP15 tanto em A. cerana 

cerana quanto em A. mellifera (ZHAO et al., 2020), o que poderia reduzir a capacidade de 

estabelecer associações entre o odor e recompensa, necessitando de mais eventos de 

aprendizado para atingir níveis de respostas semelhantes as abelhas não contaminadas 

(HERBERT et al., 2014; LUO et al., 2021). 

Para as sinapses correspondentes a aprendizagem olfativa dentro do cérebro das abelhas, 

são utilizados vários transmissores e receptores. Dentre os neurotransmissores, a acetilcolina 

(ACh) representa um neurotransmissor excitatório do sistema nervoso central (SNC) e o 

glutamato na junção neuromuscular; a inibição é mediada via GABA e canais de cloreto 

controlados por glutamato (GAUTHIER e GRÜNEWALD, 2012).  

A transmissão sináptica colinérgica (dependente de ACh) está envolvida na aquisição e 

recuperação dos processos cognitivos; para isso, existem pelo menos dois subtipos de 

receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChRs) no cérebro das abelhas: dois β (β1-2) e nove α 

(α1-9), sendo localizados cinco deles em neurópilos olfatórios (α2, α4, α8, α7, β1). Os nAChRs 

de abelhas são receptores ionotrópicos, seletivos a cátions com alta permeabilidade ao Ca2+ e 

capazes de mediar a transmissão sináptica excitatória rápida (GAUTHIER e GRÜNEWALD, 

2012).  

Observou-se que a exposição das abelhas ao glifosato aumentou a expressão de duas 

subunidades nAChRs, sendo elas, nAChRα1 e nAChRα7, independentemente da dose e 

período. Este fato pode ser considerado uma resposta compensatória do organismo à perda 

funcional desses receptores no intuito de haver uma autorregulação pelo organismo, sugerindo 

que o glifosato pode afetar a aprendizagem tátil, olfativa e a memória de abelhas (ALIOUANE 

et al., 2009; CHRISTEN et al., 2016). 

A enzima acetilcolinesterase (AChE), é responsável pela hidrólise desse 

neurotransmissor (ACh) nas regiões sinápticas das terminações nervosas (CASIDA e DURKIN, 

2013; JOHNSON, 2014). Além disso, possui funções não neurológicas, atuando como uma 

molécula sinalizadora em resposta ao estresse (KIM et al., 2019). Observou-se que o gene 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1382668921002106?casa_token=OntFqnYKnWgAAAAA:u09A6Xqlor-QO0AIg_kfLHb_fYn6LQpwuqO3ajpSfgTtAaarj4UgvnV4gQzzjueKiFWU-AFzAg#bib104


64 

 

 

AChE-2 foi supraregulado após o período de 1 hora de exposição ao glifosato. Desta forma, 

pode-se sugerir que o aumento de sua expressão pode ser uma tentativa de combater o agente 

estressor (glifosato) ou devido ao aumento da expressão dos receptores nicotínicos houve um 

consequente aumento da atividade enzimática na tentativa de restabelecer o repouso do 

neurônio. 

O glifosato promoveu alterações nos canais de cloreto controlado por glutamato (GluCl) 

que estão envolvidos na neurotransmissão inibitória e na memória olfativa em abelhas, sendo 

expressos na maioria dos neurônios do lobo antenal (AL) de pupas e abelhas adultas (EL 

HASSANI et al., 2012; LEBOULLE, 2012). A supraregulação desse gene pode ter sido mais 

uma iniciativa do organismo de restabeler o repouso do neurônio, assim como AChE, podendo 

induzir prejuízos na memória olfativa destas abelhas. 

A alteração de NRX-1 também mostrou efeitos devido ao glifosato exposto durante 1 

hora na alimentação das abelhas. Este gene codifica proteínas transmembranares, conhecidas 

como neurexinas, que auxiliam na conexão dos neurônios durante a sinapse, estando localizadas 

na membrana pré-sináptica (REISSNER et al., 2013), predominantemente nos corpos de 

cogumelos (MBs) do cérebro de abelhas adultas, sugerindo um papel dessas moléculas na 

formação de sinapses associadas ao processamento sensorial e aprendizagem (REINHARD e 

CLAUDIANOS, 2012). A supraregulação encontrada em nossos resultados também foram 

observadas em abelhas privadas de estímulos sensoriais, indicando mau funcionamento das 

conexões neurais, causando interferência entre as conexões durante a sinapse, afetando 

negativamente os comportamentos e o aprendizado das abelhas (BISWAS et al., 2010). 

O Mblk-1 é expresso preferencialmente em um subtipo de neurônios chamado células 

Kenyon do tipo grande no MBs do cérebro das abelhas, sendo identificado como um fator de 

transcrição envolvido nos circuitos neuronais regulado por ecdisteróides (PAUL et al., 2006; 

TAKAYANAGI-KIYA et al., 2017). Além disso, esse subtipo também expressa genes 

envolvidos na sinalização de Ca2+, incluindo proteína quinase II dependente de 

Ca2+/calmodulina, que estão envolvidos em funções sinápticas (CaMKII) (MATSUMURA et 

al., 2022), especificamente na aprendizagem e memória de longo prazo (MAYACK et al., 

2021). Genes relacionados à função neural, como CaMKII, são candidatos a gene alvo Mblk-1 

em MBs de abelhas operárias e, portanto, acredita-se que Mblk-1 está envolvido no aprendizado 

e memória das abelhas através da regulação transcricional desse gene relacionado à plasticidade 

sináptica (MATSUMURA et al., 2022). Por esse motivo, ambos genes foram supraregulados 

neste estudo, o que implica que as abelhas contaminadas necessitaram de maior nível de 

atividade desses genes para formar a memória de aprendizagem. 
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BRP e CAC também estão relacionados a sinapse em abelhas e foram supraregulados 

neste trabalho, sendo BRP (bruchpilot) expresso após ambos períodos (1 e 4 horas) e CAC 

(cacofonia) apenas após 1 hora de exposição do glifosato às abelhas. BRP é uma proteína âncora 

pré-sináptica localizada nos MBs (GEHRING et al., 2017), e CAC é um gene do canal de cálcio 

que parece estar associado ao sistema nervoso de Drosophila desempenhando muitas 

regulações de curto e longo prazo no desenvolvimento neuronal, função e plasticidade (PENG 

e WU, 2007). Se a redução dos níveis de BRP em Drosophila melanogaster também resulta na 

redução em densidade dos canais de Ca2+ e da liberação de vesículas sinápticas, alterando a 

plasticidade de curto prazo, logo, o contrário também pode ser verdadeiro, em que o aumento 

de BRP pode resultar no aumento da densidade dos canais de Ca2+ e da liberação de vesículas 

sinápticas, alterando sua plasticidade, acarretando na liberação excessiva do transmissor tendo 

uma plasticidade sináptica não padronizada (KITTEL et al., 2006). Se a atividade neuronal é 

suprimida e/ou alterada, uma resposta compensatória coerente pode estar sendo desencadeada, 

aumentando a expressão desses genes neste trabalho. 

BR-C, assim como Mblk-1, é expresso seletivamente nas células Kenyon do tipo grande 

dos corpos de cogumelo no cérebro do trabalhador, enquanto o E75 é expresso em todos os 

subtipos de neurônios do corpo de cogumelo, o que sugere que ambos estão envolvidos na 

regulação da função cerebral; também é possível, no entanto, que esses genes funcionem 

independentemente do ecdisteróide, pois o nível de ecdisteróide da hemolinfa de operárias 

adultas é muito menor do que durante o desenvolvimento (PAUL et al., 2006). Apesar disso, o 

receptor de ecdisona (EcR) também foi supraregulado, sugerindo uma ação sinérgica entre a 

expressão desses genes. 

HSP90 e Cdc37 formam um grupo de genes que estão envolvidos no acompanhamento 

de neurônios cerebrais, conhecidos também como chaperonas, que são capazes de realizar o 

desenovelamento de proteínas permitindo que as mesmas desempenhem suas funções de forma 

adequada; além disso, podem reparar proteínas mal enroladas ou instáveis (CATAE et al., 

2018). Nesse sentido, o aumento da expressão desses genes no presente estudo sugere que o 

glifosato pode induzir à desnaturação de proteínas neurais no cérebro das abelhas contaminadas. 

No entanto, esses genes podem atuar independentemente. Cdc37 interage com muitas quinases, 

estando envolvido em muitos processos celulares (junto ou não com HSP90), incluindo ácido 

desoxirribonucleico e síntese de proteínas, regulação do ciclo celular, transdução de sinal e 

transcrição (MACLEAN e PICARD, 2003). Já as HSP90 são proteínas de choque térmico 

relacionadas ao estresse, sendo superexpressa quando os organismos são expostos a choque 

térmico ou outros estressores ambientais, como pesticidas (XU et al., 2010). 
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Após quatro horas de exposição ao glifosato, observou-se alteração na expressão de 

genes relacionados aos processos metabólicos e biossintéticos, sugerindo atuação da molécula 

desse herbicida na microbiota intestinal das abelhas, uma vez que o papel da microbiota bem 

estabelecida e equilibrada na saúde desses insetos está associada a nutrição, digestão e 

metabolização de alimentos, biossíntese de nutrientes, incluindo a fermentação de carboidratos 

complexos e açúcares que não são digeríveis pela própria abelha, desintoxicação, proteção 

contra patógenos oportunistas e, consequentemente, desenvolvimento da imunidade (ENGEL 

et al., 2012; KWONG e MORAN, 2016; RODRIGUES et al., 2021). A alteração destas vias 

pode ter ocorrido devido as bactérias intestinais das abelhas possuírem a enzima alvo do 

glifosato (EPSPs) (MOTTA et al., 2018). Segundo Kwong e Moran (2016), a microbiota 

intestinal das abelhas é dominada por nove espécies bacterianas, dentre elas, cinco aglomerados 

de espécies bacterianas principais e quatro membros menos numerosos. Essa microbiota é 

adquirida, principalmente, por meio de interações sociais com outras abelhas operárias durante 

os primeiros dias de vida após o nascimento (RODRIGUES et al., 2021).  

Diversos estudos têm demonstrado que o glifosato pode perturbar a microbiota intestinal 

das abelhas, causando não somente disbiose (MOTTA et al., 2018; BLOT et al., 2019; MOTTA 

e MORAN, 2020; MOTTA et al., 2020), como também pode alterar vias de resposta imune, 

infraregulando a expressão de peptídeos antimicrobianos (AMPs) produzidos pelas abelhas 

(MOTTA et al., 2022). De acordo com os autores, a produção de AMP é um dos componentes 

principais do sistema imune inato das abelhas, e a interrupção de suas vias pode promover 

consequências negativas à sua saúde. 

O gene Def1 ou defensina1 está relacionado a defesa imunológica das abelhas e possui 

níveis de expressão muito altos nesses insetos (SHI et al., 2017); no entanto, nesse experimento 

foi encontrado uma infraregulação induzida pelo glifosato em abelhas expostas por 4 horas, 

podendo estar associado a ineficiência do sistema imunológico e defesa contra patógenos 

provocadas pelo herbicida. Zhao et al. (2020) utilizando glifosato comercial sobre A. mellifera 

ligustica e A. cerana cerana observaram supraregulação para esse gene, mostrando que esse 

produto induziu as abelhas a mitigar seus efeitos nocivos. Essa divergência dos resultados pode 

ser explicada devido ao agrotóxico utilizado neste estudo ser puro ao invés de formulações 

comerciais. Dessa forma, é possível que outros componentes presentes nas formulações possam 

promover essa supraregulação desse gene. 

O gene A4 codificador da apolipoforina-III que é abundantemente expresso em 

glândulas mandibulares de abelhas (WU et al., 2017), foi infraregulado pela ação do glifosato 

neste trabalho. A apolipoforina III auxilia no carregamento do diacilglicerol, gerado a partir dos 
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estoques de triacilglicerol no corpo gorduroso através da ação do hormônio adipocinético, em 

lipoforina, a lipoproteína da hemolinfa; além disso, aumenta a capacidade de transporte de 

lipídios da lipoforina, cobrindo a superfície hidrofóbica em expansão resultante da captação de 

diacilglicerol. Desempenha um papel crítico no transporte de lipídios durante o voo de insetos 

e também pode desempenhar um papel nos mecanismos de defesa e na imunidade inata (NCBI). 

Assim, sugere-se que sua baixa expressão estaria relacionada a ineficiência do organismo na 

defesa contra a ação do agente estressor. 

 O gene CSP1 está incluso nas proteínas quimiossensoriais (CSPs) envolvidas na 

comunicação química das abelhas (NCBI) e apresentou aumento na sua expressão após 4 horas 

de exposição ao glifosato. Liu et al. (2020) sugerem que os CSPs têm ações complexas não 

apenas no sistema imunológico do inseto, mas também no sistema nervoso central e em 

praticamente todos os órgãos do corpo, tendo sua expressão enriquecida na cabeça, 

especificamente no cérebro, podendo estar relacionado ao transporte facilitado de ácidos graxos 

e vias mediadas por lipídios para adaptação, sinalização e defesa imunológica. Ainda, é 

proposto por esses autores que os genes da família CSP ativam a via do ômega 6 para produzir 

diacilglicerol (DAG), ativando a fosfolipase quinase C e a fosforilação de outras proteínas. Essa 

fosforilação está relacionada não apenas a despolarização/repolarização dos neurônios (canais 

de sódio/potássio), transdução de sinal (receptor transmembrana) e/ou contração muscular 

(proteína motora da miosina), mas também para a ativação de lipídios biossintéticos e 

degradativos, enzimas são essenciais para a degradação de xenobióticos, armazenamento de 

ácidos graxos e produção de feromônios. 

A exposição das forrageiras ao glifosato induziu a redução na expressão de genes que 

normalmente são superexpressos em abelhas nutrizes. Os genes da proteína da geleia real 

(MRJPs e Y-h) foram infraregulados após 1 e 4 horas de exposição ao glifosato, exceto Y-h 

que foi expresso após 4 horas apenas. Com base nestes resultados, pode-se inferir que a 

contaminação de abelhas na fase de nutrizes com doses letais ou subletais do glifosato poderia 

afetar a quantidade e qualidade da geleia produzida, afetando a nutrição, alterações 

comportamentais e desenvolvimento da colônia como um todo (FENT et al., 2020). 

Pode-se concluir que o herbicida glifosato afeta a expressão gênica de abelhas melíferas 

na fase de campeiras expostas de forma aguda ou crônica, podendo afetar importantes vias 

metabólicas, interferindo na microbiota e defesa contra patógenos, bem como prejudicar vias 

do sistema nervoso, acarretando na disfunção do sistema cognitivo e, consequentemente, no 

desenvolvimento e atividades da colônia.
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